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【研究目的】	 インテインとはタンパク質のコーディング領域に介在配列として存在し、翻訳後、タンパク質
レベルでのスプライシングによって切り出されるタンパク質である。インテインはユーカリア、バクテリア、
アーキアにおいてその存在が報告され、in vitroにおける制限酵素活性が報告されており、出芽酵母において
はホーミングという遺伝子の転移現象に関与している。ホーミングとはインテインが持つエンドヌクレアーゼ
がインテインを持たない遺伝子に存在する特異的な配列を認識・切断し、相同組換えで転移する現象をさす。
この切断はインテインを持つ遺伝子を鋳型に修復されるため、結果としてインテインを持たない遺伝子が持つ
遺伝子へと変換される。超好熱菌 Thermococcus kodakarensis KOD1株の DNAポリメラーゼ I内には 2つ
のインテイン PI-TkoI, PI-TkoIIが存在し制限酵素活性を有していることがわかっている。しかしながらこの
PI-TkoI, PI-TkoIIのインテインだけでなくアーキアのインテインの細胞内での機能については不明な点が多
い。そこで、本研究では KOD1 のインテインの転移性を解析すると共に細胞内における役割を解明すること
を目的とする。 
 
【実験方法】	 KOD1と同環境中に生息する Thermococcus属が PI-TkoI,PI-TkoIIを有するかを調べるため
にシークエンス解析及び抗 PI-TkoI抗体,抗 PI-TkoII抗体を用いたウェスタンブロティング解析を行い、その
分散性を明らかにした。次に 2つのインテイン PI-TkoI, PI-TkoIIが有する部位特異的エンドヌクレアーゼ活
性を一方のみ、または両方を欠損させた機能欠損株(DIA3株、DIB3株、DIAB株)を作製した。作製した機能
欠損株と野生株(DAD 株)の生育を比較した。DIB3 株(ΔpdaD, PI-tkoII(D383A))及び DAD 株(ΔpdaD)を
PI-TkoII 認識配列及び生育に必須なアグマチンを合成する pdaD を持つプラスミド (pTKG02-3)を用いて形
質転換を行い、それぞれ形質転換体において染色体上の PI-tkoII がプラスミド(pTKG02-3)内の PI-TkoII 認
識配列内に転移するかを、サザンブロティングにより検証した。さらに PI-tkoII の細胞間での転移性を調べ
るために、PI-tkoIIの受容菌としてインテインを持たないThemococus属と供与菌としてDAD株またはDIB3
株を用いて共培養した。培養後、選択培地で Thermococcus 属のみを選択し、供与菌の PI-tkoII が転移する
かを PCRで検出した。 
 
【実験結果と考察】	 KOD1と同環境中の Thermococus属におけるインテイン PI-TkoI,PI-TkoIIの分散性を
調べたところ、ウェスタンブロティング解析では各 Thermococcus属においてインテインは検出されず、また
polI 領域のシークエンス解析を行ったところインテインは存在しなかったが、PI-TkoI,PI-TkoII が認識切断
する配列が存在していた。自然環境中には PI-TkoI,PI-TkoII を持たない同属の菌株が存在していることが明
らかとなった。さらにこれらの菌株は外部から PI-TkoI,PI-TkoII が認識配列内に転移する可能性がある。次
に PI-TkoI,PI-TkoIIの機能欠損株の生育特性解析を行ったところ、PI-TkoIIの機能欠損株(DIB3,DIAB)のみ
野生株と比較して最大菌体収量が低下していた。したがって、PI-TkoII のエンドヌクレアーゼとしての機能
は KOD1の代謝に影響を与えていると思われる。次に細胞内におけるプラスミドへの PI-TkoIIの転移性をサ
ザンブロティングにより調べたところ、DAD株から抽出したプラスミドでは PI-tkoIIがプラスミド内に転移
していたが、DIB3株では転移していなかった。これらのことから、PI-tkoIIは転移因子であり、その転移現
象はPI-TkoIIが有するエンドヌクレアーゼ活性に依存していると考えられる。最後に細胞間におけるPI-tkoII
の転移性を共培養実験にて調べた結果、供与菌のエンドヌクレアーゼ活性に関わらず全ての Thermococcus
属の菌株の polI領域内に PI-tkoIIの転移が見られた。細胞内での PI-tkoIIの転移実験で見られたようなエン
ドヌクレアーゼ活性への依存性は無かった。この原因としてもう一つのインテインである PI-TkoIが関与して
いると考えられる。PI-TkoI により polI 内への PI-tkoI の転移(組換え)が誘導された結果、PI-tkoI 近傍に存
在する PI-tkoIIも同時に転移(組換え)したのではないかと考えられる。 
